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Antimikrobiell wirkendes Peptid 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein antimikrobiell wirkendes 
Peptid sowie dessen Verwendung und Herstellung. 

Das Epithelgewebe von Saugetieren stellt eine wichtige Barriere 
gegeniiber der Umgebung dar und liefert eine erste Verteidi- 
gungslinie gegeniiber eindringenden Mikroorganismen . Insbesonde- 
re antimikrobielle Peptide, die sich zahlreich in der Epidermis 
finden, nehmen an dem Verteidigungssystem teil. Sie kontrollie- 
ren mikrobielles Wachstum in den ersten Stunden nach einer 
epithelialen Verletzung und wahrend der Wundheilung. Insbeson- 
dere sind sie bei einigen entzundlichen Hautkrankheiten zu fin- 
den. 



In der Saugerhaut sind bisher zwei Klassen von antimikrobiellen 
Peptiden entdeckt worden, die Cathelicidine und die p-Def en- 
sine. Sie werden nach Induktion durch entziindliche Stimuli in 
humanen Kreatinozyten induziert und wirken in erster Linie als 
Reaktion auf Verletzungen und nicht im Rahmen einer konstanten 
Modulation des epithelialen Verteidigungsmechanis-mus . 

Wahrend beispielsweise das Cathelicidin PR-39 eine Komponente 
in der Wundf lussigkeit ist und an der Wundheilung beteiligt zu 
sein scheint, wird das Cathelicidin LL-3 7 in humanen Haut- 
kreatinozyten an entzundlichen Stellen bei verschiedenen Krank- 
heiten exprimiert. 

Defensine sind kleine kationische Peptide mit einem Molekular- 
gewicht von 3 bis 5 kDa, sie haben eine antibakterielle sowie 
eine antimykotische Wirkung. Die a-Defensine HDl-4 werden bei- 
spielsweise in humanen Neutrophilen exprimiert^ die sich in in- 
fizierten Gewebebereichen ansammeln. Die a-Defensine HD-5 und 
HD-6 werden dagegen von epithelialen Granulozyten produziert. 

Allgemein sind antimikrobielle Peptide endogene^ Gen-kodierte 
Peptide mit besonderer Bedeutung fiir die fruhe Phase der Abwehr 
gegen mikrobielle Erreger. Sie konnen innerhalb von Minuten bis 
Stunden nach dem ersten Kontakt mit dem Pathogen nachgewiesen 
werden . 

Allerdings wirken die bekannten antimikrobiellen Peptide nicht 
gegen alle mikrobiellen Pathogene in gleicher Weise, Defensine 
wirken beispielsweise nur ungenugend bei Infektionen mit S- au- 
reus, einer wichtigen Ursache fur Hautinf ektionen, insbesondere 
bei atopischer Dermatitis. 



Fiir die Bekampfung pathogener Mikroorganismen werden praventiv 
Oder kurativ auch Antibiotika eingesetzt, also Stoffe mikro- 
biologischer Herkunft, die andere Mikroorganismen an ihrem 
Wachstum hemmen oder sogar abtoten. Im Gegensatz zu den oben 
erwahnten Cathelicidinen und Defensinen haben Antibiotika in 
der Kegel eine selektive Wirksamkeit . Viele Mikroorganismen be- 
sitzen eine natiirliche Unempf indlichkeit gegeniiber einem Anti- 
biotikum, sie konnen diese sogenannte Antibiotika-Resistenz 
aber auch im Verlauf des Wachstums in Gegenwart von Antibiotika 
entwickeln . 

Durch Mutations- und Selektionsprozesse sowie durch die Ausbil- 
dung von Resistenzen ergeben sich nicht nur im Klinikalltag 
sondern auch bei der Arzneimittel- und Kosmetikaherstellung im- 
mer haufiger Probleme mit mikrobiellen Pathogenen, die nicht 
Oder nicht effektiv bekampft werden konnen. 

Vor diesem Hintergrund besteht ein standiger Bedarf an neuen 
antimikrobiell wirkenden Agenzien, die praventiv oder kurativ 
eingesetzt werden konnen. 

Vor diesem Hintergrund liegt der vorliegenden Erfindung die 
Aufgabe zugrunde, ein weiteres antimikrobiell wirkendes Peptid 
bereitzustellen und einen Weg zu seiner Produktion aufzuzeigen. 

Erf indungsgemaB wird diese Aufgabe gelost durch ein antimikro- 
biell wirkendes Peptid, das das DCD-Protein mit der Sequenz SEQ 
ID Nr: 1 aus dem beiliegenden Sequenzprotokoll oder ein vor- 
zugsweise aus dem C-terminalen Bereich stammendes Fragment von 
DCD umfaBt. 



Die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe wird auf diese Wei- 
se vollkommen gelost. 

Die Erfinder der vorliegenden Anmeldung konnten namlich in ei- 
ner cDNA-Bibliothek fur Haut ein Gen identif izieren, das sie 
Dermcidin (im folgenden: DCD) genannt haben. Das Gen besteht 
aus fiinf Exons und vier Introns und ist auf deiti Chromosom 12ql3 
zwischen den Markern D12S1896 und D12S1632 (lod- score 14.11) 
lokalisiert . 

DCD hat ein sehr restriktives Expressionsmuster , da das Gen nur 
in humaner Haut exprimiert wird und weder in 50 analysierten 
humanen Geweben verschiedenen Ursprungs noch in humanen Fi- 
broblasten, Keratinozyten, Melanozyten Oder Melanomzellinien 
detektiert warden konnte . 

Das Gen kodiert ein Peptid, das zu einer neuen Klasse von anti- 
mikrobiellen Proteinen gehort und eine Breitbandaktivitat auf- 
weist. Das Peptid wird spezifisch in SchweiiJdriisen exprimiert, 
in den SchweiJJ sekretiert und auf die epidermale Oberflache 
transportiert . Im SchweiB wird es proteolytisch zu einem Peptid 
prozessiert, das eine dosisabhangige , antimikrobielle Wirkung 
gegen eine Vielzahl von pathogenen Mikroorganismen aufweist. 
Mit einem antimikrobiellen Assay konnten die Erfinder zeigen, 
das das DCD-Protein toxisch fur Escherichia coli, Enterococcus 
faecalis. Staphylococcus aureus und Candida albicans ist. 

Bis zur vorliegenden Erfindung waren im humanen SchweiJB keine 
antimikrobiellen Peptide entdeckt worden. Aus der Entdeckung 
des DCD sowie dem experimentellen Nachweis, daB DCD sowie Frag- 
mente des DCD antimikrobiell wirken, folgern die Erfinder der 
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vorliegenden Anmeldung, dai3 SchweiB eine Rolle in der Regulati- 
on der humanen Hautflora spielt und daJ3 DCD eine therapeutische 
Bedeutung flir die Behandlung von Hautkrankheiten hat. Im 
SchweiB konunt DCD in einer Menge von 1-10 jjq/ml vor, wobei ge- 
nau dieser Konzentrationsbereich im experimentellen Ansatz eine 
antimikrobielle Wirkung gegen die obengenannten Pathogene ent- 
f altet . 

Ein Vergleich mit der Genbank ergab uberraschenderweise, daB 
die cDNA-Sequenz von DCD von Akerblom et al. als "human cache- 
xia associated protein" (HCAP) verof f entlicht wurde . Die Auto- 
ren beschreiben in US 5,834,192 die Identif izierung und Isolie- 
rung von HCAP aus einer Brusttumorbibliothek und schlagen die 
therapeutsche Anwendung von HCAP sowie des kodierenden Gens im 
Rahmen einer Behandlung von Tumor-induzierter Cachexie vor. Ei- 
ne antimikrobielle Wirkung von HCAP wird nicht offenbart. 

Interessanterweise weist ein kurzer Abschnitt im N-terminalen 
Bereich von DCD - Aminosaurenreste 20-49 - eine 96prozentige 
Homologie zu einem Y-P30 genannten "survival promoting peptide" 
auf; siehe Cunningham et al.: "Calreticulin Binding and Other 
Biological Activities of Survival Peptide Y-P30 Including Ef- 
fects of Systemic Treatment of Rats", Experimental Neurology 
163, 254-268 (2000). 

Y-P30 wurde von oxidativ beanspruchten neuralen Zellinien auf- 
gereinigt und hat offenbar einen das Uberleben begiinstigenden 
Effekt auf Neuronen, da eine direkte Applikation dieses Pepti- 
des zu Lasionen des zerebralen Cortex in Ratten Neuronen uber- 
leben lieJ3, die nach einer Cortexlasion ublicherweise degene- 
rieren. Die Autoren schlagen vor, daJ3 Y-P30 von neuralen Zellen 



zum Zwecke der Zytoprotektion als Antwort auf StreB sekretiert 
wird. 

In einer Weiterbildung der Erfindung ist es bevorzugt, wenn das 
Fragment hochstens 50 Aminosaurereste aus dem C-terminalen Be- 
reich von DCD umfaBt, vorzugsweise entweder die Aminosaurereste 
63-110 (SEQ ID Nr: 2) oder die Aminosaurereste 63-109 (SEQ ID 
Nr: 3) . 

Es hat sich gezeigt, dal3 diese Fragmente eine hervorragende an- 
timikrobielle Wirkung haben, insbesondere gegeniiber den oben 
erwahnten Pathogenen. Da diese Fragmente auch deutlich kurzer 
sind als das reife DCD-Protein, das 110 Aminosaurereste umfaBt, 
wobei die ersten 19 N-terminalen Aminosaurereste ein Signalpep- 
tid darstellen^ lassen sie sich sowohl durch chemische Synthese 
als auch biotechnologisch leichter und preiswerter herstellen 
als das reife DCD-Protein. Die geringere GroBe der Fragmente 
verglichen mit dem reifen DCD-Protein hat neben der leichteren 
und preiswerteren Herstellbarkeit aber auch den weiteren Vor- 
teil/ daJ3 kiirzere Fragmente in der Regel stabiler sind als lan- 
gere, so daB auch die Handhabung sowie die Applikation bei den 
Fragmenten gegeniiber dem reifen Protein einfacher ist und damit 
weitere Vorteile aufweist. 

Auch eine weitere Verkiirzung der beiden Fragmente SEQ ID Nr: 2 
und SEQ ID Nr: 3 am N-terminalen Ende beeintrachtigt die anti- 
mikrobielle Wirkung nicht, wahrend die Erfinder feststellen 
konnten, daB eine Verkiirzung auf die 31 C-terminalen Amino- 
saurereste von DCD 2u einem Peptid fiihrt, das keine nennenswer- 
te antimikrobielle Wirkung mehr aufweist. 



Weiter ist es bevorzugt, wenn verglichen mit der entsprechenden 
Position im reifen DCD-Protein zumindest eine Aminosaure gegen 
eine Aminosaure der gleichen Gruppe ausgetauscht ist. 

Es ist bekannt, daJ3 sich die sogenannten proteinogenen Amino- 
sauren in vier Gruppen einteilen lassen, und dai3 der Austausch 
einer Aminosaure in einem Peptid gegen eine Aminosaure der 
gleichen Gruppe die Funktion des Peptides haufig nicht oder nur 
geringfiigig verandert- Ein solcher Aminosaureaustausch kann 
insbesondere im Hinblick auf eine chemische Synthese oder eine 
biotechnologische Herstellung sinnvoll sein, wenn sich aufgrund 
des Austausches das entsprechende Peptid mit einer hoheren Aus- 
beute herstellen laJ5t, wobei aufgrund des Austausches innerhalb 
einer Gruppe die antimikrobielle Wirkung erhalten bleibt. 

Lediglich der Vollstandigkeit halber sei erwahnt, daB die Ami- 
nosauregruppen wie folgt charakterisiert sind: I. Aminosauren 
mit neutralen und hydrophoben (unpolaren) Seitenketten, II. 
Aminosauren mit neutralen und hydrophylen (polaren) Seitenket- 
ten. III. Aminosauren mit sauren und hydrophylen (polaren) Sei- 
tenketten und IV. Aminosauren mit basischen und hydrophylen 
( polaren ) Seitenketten . 

Die Erfindung betrifft ferner ein Peptid, das eine zu dem neuen 
Peptid homologe Aminosauresequenz aufweist und eine vergleich- 
bare antimikrobielle Wirkung zeigt. 

Unter einem homologen Peptid wird im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung ein Peptid verstanden, das durch divergente Evolution 
aus einem gemeinsamen Vorlaufer von DCD entstanden ist und eine 
groBe Ubereinstimmung nicht nur in der Primar- sondern auch in 
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der Sekundar- und Tertiarstruktur aufweist, biologisch ver- 
gleichbar gebildet wird und eine vergleichbare Funktion hat. 
Nachdem die Erfinder namlich zeigen konnten, daB das in humanen 
SchweiBdrlisen exprimierte , sekretierte und prozessierte DCD- 
Protein bzw. C-terminale Fragmente des DCD-Proteins , die teil- 
weise in humanem SchweiB natiirlich vorkommen, eine antimikro- 
bielle Wirkung aufweisen^ konnen entsprechende homologe Peptide 
bei ahderen Saugetieren problemlos aufgefunden werden. Ausge- 
hend von der uberraschenden Erkenntnis, daB es im humanen 
SchweiB zumindest ein antibakteriell wirkendes Peptid gibt, 
sind die Schritte fur das Auffinden homologer Peptide auch in 
anderen Saugetieren so weit vorgezeichnet , daB sie von der vor- 
liegenden Erfindung mit umfaBt sind. 

In einer Weiterbildung ist es bevorzugt, wenn das Peptid zumin- 
dest eine posttranslationelle Modif izierung aufweist. 

Unter posttranslationeller Modif izierung wird im Rahman der 
vorliegenden Anmeldung insbesondere die Anheftung von prosthe- 
tischen Gruppen ( beispielsweise Glycosylierung ) und die Modif i- 
zierung von Aminosaureresten (beispielsweise Alkylierung) ver- 
standen. Im allgemeinen Sinne ist also mit einer Posttranslati- 
onsmodif izierung jeder Unterschied zwischen dem erf indungsgemaB 
eingesetzten, f unktionellen Peptid und der linearen Abfolge der 
unveranderten Aminosaurereste gemeint. 

Derartige posttranslationelle Modif izierungen konnen der Stabi- 
litat des Peptides Oder einer gesteigerten biologischen Wirk- 
samkeit dienen, aber auch auf eine biotechnologische Herstel- 
lung zuriickzuf iihren sein. So fiihrt eine Produktion von Peptiden 
in prokariontischen Zellen zu einer reduzierten Form des Pepti- 



des, wahrend eine Produktion in eukariontischen Zellen zu einem 
glycosylierten Peptid fiihren kann. Dariiber hinaus kann es sinn- 
voll sein, zumindest eine der Aminosauren des Peptides mit ei- 
ner Schutzgruppe zu versehen, urn das Peptid vor dem Angriff von 
Exopeptidasen zu schiitzen. 

In einem Ausf iihrungsbeispiel ist es bevorzugt, wenn das Peptid 
mit einem weiteren Peptid Oder Protein zu einem Fusionsprotein 
verbunden ist, wobei das weitere Peptid oder Protein vorzugs- 
weise ausgewahlt ist aus der Gruppe: Signalpeptid, Reporter- 
protein, Histidin-Tags , antigene Determinanten etc. 

Wenn Peptide als Fusionspeptide synthetisiert werden, kann die 
Herstellung und Reinigung der erf indungsgemaBen Peptide er- 
leichtert werden. Fur Aminosaureabschnitte oder Domanen bekann- 
ter Proteine kodierende Sequenzen werden dabei an fur die er- 
f indungsgemaJ3en Peptide kodierenden Nukleinsauren anf usioniert , 
so daB bei der Expression ein durchgehendes Peptid erzeugt 
wird. Beispiele fiir solche anf usionierten Aminosaureabschnitte 
sind beispielsweise die Histidin-Tags , durch die exprimierte 
Fusionsproteine iiber Nickel-Chelat-Sauren gereinigt werden kon- 
nen, oder antigene Determinanten, die es erlauben, die Peptide 
iiber geeignete Antikorperaf f initatssaulen zu reinigen. Signal- 
peptide konnen fiir ein zuverlassiges Ausschleusen des erzeugten 
Peptides sorgen, wahrend Reporterproteine, wie beispielsweise 
das eGFP (enhanced green fluorescent protein) eine optische De- 
tektion des erzeugten Peptides ermoglicht. 

Wie bereits erwahnt, kann die Herstellung des neuen Peptides 
durch chemische Synthese, auch Merrif ield-Synthese genannt, 
Oder mit molekularbiologischen Techniken erfolgen. 
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Vor diesem Hintergrund betrifft die Erfindung ferner ein Nu- 
kleinsauremolekul mit einem fur ein erf indungsgemaJ3es Peptid 
kodierenden Sequenzabschnitt , einen Expressionsvektor mit einem 
derartigen Nukleinsauremolekul sowie gegebenenrf alls Kontroll- 
sequenzen, insbesondere fur Replikation, Transkription und/oder 
Translation, sowie eine Wirtszelle, die mit dem Expressions- 
vektor transfiziert oder transf ormiert ist. 

Nachdem die Aminosauresequenz des erf indungsgemaBen Peptides 
bekannt ist, kann mit Hilfe des genetischen Codes eine entspre- 
chende NukleinsSuresequenz abgeleitet werden, wobei optimierte 
Codons fur unterschiedliche Wirte (Bakterien, Hefe, Saugerzel- 
len) verwendet werden konnen. Bevorzugt ist jedoch die sich aus 
Fig. 1 ergebende Codonwahl. 



Die Herstellung eines erf indungsgemai3en Peptides durch Nuklein- 
saureexpression hat den Vorteil, daJ3 das Peptid praktisch in 
unbegrenzten Mengen hergestellt werden kann. Dariiber hinaus 
kann das Peptid aber auch auf einfache Art und Weise abgewan- 
delt werden, indem namlich die entsprechende kodierende Sequenz 
auf Nukleinsaureebene modifiziert wird, urn so einen AminosSure- 
austausch zu bewirken. Auf der Nukleinsaureebene konnen auch 
Sonden erzeugt werden, um in Schweifldrusen anderer Saugerzellen 
nach homologen Peptiden zu suchen. 

Wie bereits erwahnt, betrifft die Erfindung auch die Verwendung 
eines erf indungsgemaBen Peptides als antimikrobielles Agens. 

Da DCD in SchweiBdrusen exprimiert wird, eignet es sich nach 
Erkenntnis der Erfinder besonders gut zum Schutz und zur Be- 
handlung insbesondere humaner Haut. 



Vor diesem Hintergrund betrifft die Erfindung ferner eine phar- 
mazeutische bzw. kosmetische Zusammensetzung, die als wirksamen 
Bestandteil ein erf indungsgemaBes Peptid in einer antimikro- 
biell wirksamen Menge, vorzugsweise im Bereich von 1-50 fug/ml 
enthalt . 

Es versteht sich, daB die vorstehend genannten und die nach- 
stehend noch zu erlauternden Merkmale nicht riur in den jeweils 
angegebenen Kombinationen/ sondern auch in anderen Kombinatio- 
nen oder in Alleinstellung verwendbar sind^ ohne den Rahmen der 
vorliegenden Erfindung zu verlassen. 

Weitere Vorteile ergeben sich aus der nachf olgenden Beschrei- 
bung im Zusammenhang mit den Zeichnungen. Es zeigen: 

Fig. 1 in Fig, lA die DNA-Sequenz fur DCD und in Fig. IB 



die Aminosauresequenz ; 



Fig. 
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in einem Balkendiagramm die mengenabhangige, anti- 
mikrobielle Wirkung des Fusionsproteins DCD-eGFP bei 
einer Inkubationszeit von 4 h gegeniiber verschiede- 
nen mikrobiellen Pathogenen; 



Fig. 
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in einem Balkendiagramm und einem experimentellen 
Ansatz wie Fig. 2 die antimikrobielle Wirkung des 
Peptides SEQ ID Nr: 2; 



Fig. 
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in einem Balkendiagramm die mengenabhangige und in- 
kubationszeitabhangige antimikrobielle Wirkung des 
Peptides SEQ ID Nr: 2 gegeniiber E. coli; und 
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Fig. 5 in einem Balkendiagramm und einem Versuchsansatz wie 
in Fig. 3 die antimikrobielle Wirkung des Peptides 
SEQ ID Nr: 3. 

Beispiel 1; Isolation der DCn o dna und Restimmuna der aeno- 
mischen Seauenz 

Beim Durchsuchen einer subtraktiven cDNA-Bibliothek vonprima- 
rem Melanomgewebe und benignem Melanozyten-Naevusgewebe unter 
Verwendung von cDNA-Arrays wurde ein Klon isoliert, der vergli- 
chen mit dem Melanongewebe im Naevusgewebe uberexprimiert war 
und der zum Zeitpunkt der Isolation keine Sequenzhomologie mit 
einem in der Genbank verof f entlichten Gen hatte; Hipfel et al., 
"Specifically Regulated Genes in Malignant Melanoma Tissues 
Identified by Subtractive Hybridization", British Journal of 
Cancer 82, 1149-1157 (2000). Der in der dortigen Veroffentli- 
chung mit Klon 8 bezeichnete Klon wurde spater Dermcidin (DCD) 
genannt . 



Durch Sequenzierung von uberlappenden PCR-Produkten wurde die 
voile Lange der DCD cDNA bestimmt, sie betragt 458 bp mit einem 
offenen Leserahmen von 330 bp, der fur 110 Aminosaurereste ko- 
diert. Das Gen besteht aus fiinf Exons und vier Introns und wird 
als Einzeltranskript exprimiert. 

In Fig. lA ist die genomische Sequenz des DCD-Gens fiir die funf 
Exons angegeben. Fig. IB zeigt die Peptidsequenz , die als SEQ 
ID Nr: 1 im Sequenzprotokoll zu finden ist. Von den 110 Amino- 
saureresten stellen die ersten 19 N-terminalen Aminosaurereste 
ein Signalpeptid dar. 
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DCD wurde dem Chromosom 12ql3 zwischen den Markern D12S1896 und 
D12S1632 ( lod score 14.11) zugeordnet. Das Molekulargewicht des 
unmodif izierten Proteins betragt einschlieBlich Signalpeptid 
11,2 kDa und ohne Signalpeptid 9,5 kDa. 

Beispiel 2; Nachweis von DCD in verschiedenen Gewebeproben 

Um das Expressionsprof il von DCD zu bestimmen, wurde mit der 
Dot-Blot-Technik RNA von fiinfzig verschiedenen Geweben und Ent- 
wicklungsstadien getestet, wobei markierte DCD cDNA als Sonde 
eingesetzt wurde. In keiner der fiinfzig Proben wurde ein detek- 
tierbares Signal gefunden. 

Um zu analysieren, ob das DCD-Gen nur in sehr geringem Mai3e in 
humanem Gewebe Oder humanen Zellinien exprimiert wird, wurde 
eine RT-PCR fiir das DCD-Gen durchgefuhrt (Clontech MTC Panels). 
Es ergab sich, daJ3 DCD stark in humaner Haut, humanem melanozy- 
tischem Naevusgewebe und Melanomgewebe exprimiert wird, daB je- 
doch in den sechzehn anderen analysierten humanen Geweben sowie 
in fotalem und in verschiedenen Tumorgeweben DCD nicht expri- 
miert wird. Dariiber hinaus wurden auch nach einer RT-PCR mit 
vierzig Zyklen in verschiedenen Teilen des humanen Verdauungs- 
systems und in verschiedenen Tumorzellinien keine Amplifikati- 
onsprodukte gef unden . 

Aus diesen Ergebhissen laBt sich ableiten, daJ3 die DCD- 
Expression auf Zellen in der Haut beschrankt ist. 

Mittels in situ Hybridisierung, Immunhistochemie , Immunf lucres- 
zenz und Immunelektronenmikroskopie wurde der Zelltyp bestimmt, 
der das DCD-Gen exprimiert* 



Die in situ Hybridisierung ergab^ dai3 das Gen in ekkrinen 
SchweiJidriisen innerhalb der Dermis der humanen Haut exprimiert 
wird. Bei Verwendung einer sense-Sonde fiir DCD als Negativ- 
kontrolle wurden keine Signale detektiert. 

Fiir die Immunhistologie wurde ein DCD-Antiserum in Kaninchen 
erzeugt, wobei als antigene Determinante das Peptid KENAGEDPGL 
ARQAPKPRKQ RSSL verwendet wurde, das zur T-Zell-Stimulierung an 
KLH gekoppelt wurde. Die antigene Determinante entspricht der 
Aminosauresequenz 42-65 aus dem DCD-Peptid. An den untersuchten 
Hautschnitten ergab sich eine starke Farbung der ekkrinen 
SchweiBdriisen, aber keine Expression auf anderen Zelltypen der 
Haut. 

Fiir die Immunf luoreszenz wurden die Schnitte mit dem im vorste- 
henden Absatz angesprochenen polyklonalen Anti-DCD-Antiserum 
angefarbt und dann mit einem mit Cy5 (Dianova, Hamburg) mar- 
kiertem Esel Anti-Kaninchen Antikorper inkubiert. Die myoepi- 
thelialen Zellen des sezernierenden Abschnittes der ekkrinen 
SchweiBdriisen wurde daraufhin mit einem mmonoklonalen Anti- 
Actin-Antikorper (Enzo Diagnostics, vertrieben von Loxo, 
Dossenheim, Deutschland) markiert, mit einem mit Cy3 markierten 
Esel Anti-Maus Antikorper (Dianova, Hamburg) gefarbt und alle 
Kerne mit YOPRO (Molecular Probes, Leiden, Niederlande) ge- 
farbt. Die Schnitte wurden unter Verwendung eines konfokalen 
Laserabtastmikroskops (Leica TCS SP, Leica Microsystems, Benz- 
heim) mit einer 250fachen VergroBerung analysiert. 

Es konnte eine starke Immunf luoreszenzanfarbung in den sezer- 
nierenden Abschnitten der ekkrinen Schwei/idriisen beobachtet 
werden. In sezernierenden Abschnitten von apokrinen SchweiJ3- 



drusen konnte nur ein schwaches und stark reduziertes Anfarben 
beobachtet werden. 

Durch Immunelektronenmikroskopie konnte schlieJ31ich das DCD- 
Protein in den dunklen schleimsezernierenden Zellen des sezer- 
nierenden Abschnittes von ekkrinen SchweiBdriisen lokalisiert 
werden, Ultrastrukturell wurde DCD innerhalb des Golgi- 
Apparates und in den sezernierenden Kornern lokalisiert. 

Bei einer Western-Blot-Analyse von humanem SchweiB wurden itiit 
dem oben erwahnten Antiserum ( Aminosaurereste 42-65 von DCD) 
drei Hauptproteinbanden bei ungefahr 17, 20 und 24 kDa detek- 
tiert. Das Protein mit dem hoheren Molekulargewicht wurde nur 
in einigen SchweiBproben detektiert, wahrend die beiden anderen 
Banden auch dann detektiert werden, wenn SchweiJ3 unter nicht- 
reduzierenden Bedingungen analysiert wird. 

Aus diesen Daten ergibt sich, daJ3 in SchweiBdriisen DCD der vol- 
len Lange in den dunklen schleimsezernierenden Zellen expri- 
miert und von dem Golgi-Apparat viber sezernierende Korner zu 
der luminalen Flache der Zellen transportiert wird, wo das Pro- 
tein in den Kanal sezerniert wird. Aus der Western-Blot-Analyse 
konnte berechnet werden, daJ3 die Menge an DCD-Protein in voller 
Lange im SchweiB zwischen 1 und 10 ^g/ml liegt. Die in dem 
SchweiB detektierten drei Hauptproteinbanden, die mit dem DCD- 
Antiserum reagieren, scheinen unterschiedlich posttranslational 
modifizierte Formen des vollen DCD-Proteins zu sein. 
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Beispiel 3: Konstruktion , Expression und Charak-Lerisieruna 
eines DCD-eGFP-Fusionsproteins 

Die gesamte DCD cDNA ohne Stopcodon wurde in frame in den 
pEGFP-Vektor (Clontech, Heidelberg) 5* zu dem eGFP-Gen klo- 
niert, wodurch ein DCD-eGFP genanntes Fusionsgen erzeugt wurde. 
Die korrekte Sequenz wurde durch Sequenzanalyse bestatigt. 

SKMEL28 Melanomzellen (PNAS 13, 3278-3282 (1976)) wurden itiit 1- 
2 uq DCD-eGFP oder eGFP allein unter Verwendung von Fugen 
(Roche, Mannheim) transfiziert und in RPMI mit 10 % FCS kulti- 
viert , 

Nach achtundvierzig Stunden wurden 500 /im/ml G418 (Calbiochem, 
Schwalbach) zu dem Medium hinzugegeben und die G418 Menge nach 
einer Woche auf 1 mg/ml geandert. Die Zellen wurden im Selekti- 
onsmedium gehalten und durch Grenzverdiinnung kloniert. Fiir die 
weitere Analyse wurde ein stabiler Klon einer jeden Transfekti- 
on verwendet. Zellysate der beiden Klone (5-7 xlO* Zellen) wur- 
den durch Inkubation der Zellen fiir dreiBig Minuten in 1,2 ml 
Lysepuffer (PBS mit 0,5 % Triton X-100, 5 mM EDTA, 0,1 mM PMSF, 
10 ;iM Pepstatin A, 10 /jM Leupeptin, 25 jug/ml Aprotinin) prapa- 
riert. Die Lysate wurden von den Kernen nach Zentrif ugation bei 
12000 Upm fiir 20 min getrennt. Die von FCS, G418 und Penicil- 
lin/Streptomycin freien Uberstande von transf izierten und 
nicht-transf izierten SKMEL2 8-Kontrollzellen wurden auf konzen- 
triert und durch Ultrafiltration mit einer Amicon- 
Filtrationszelle (10.000 Da) und Amicon Centricon Plus-20 Sau- 
len mit einer Biomax-5 Membran (5.000 Da) entsalzt. 



Im Western-Blot mit dem in Beispiel 2 beschriebenen Antiserum 
ergab sich im Zellysat ein Fusionsprotein von 44 kDa und in dem 
auf konzentrierten Uberstand zwei Proteine von 33 und 44 kDa. 
Das eGFP-Protein (24 kDa) wurde nur im Zellysat und nicht im 
Uberstand gefunden. 

Um die Aminosaurezusammensetzung von DCD weiter zu untersuchen^ 
wurden die konzentrierten Uberstande mit verschiedenen Protea- 
sen (Sigma, Taufkirchen) inkubiert und die Proteine auf ein 
ll%iges SDS-Gel ge laden. Mit einem Anti-GFP Antikorper wurden 
dann Western-Blots durchgef uhrt . 

Die Proteasen Trypsin (300 ^g/mi) und Chymotrypsin (300 ;ug/ml) 
wurden fur 1 h bei 37 *C in 10 mM Tris-HCL, pH 8,0, enthaltend 
2 mM CaCl2 inkubiert. Zwei ijI Endoproteinase ArgC (100 ^/g/ml) 
wurden in einem Puffer fiir 2 h bei 34 °C inkubiert, der 0,1 M 
Tris-HCL pH 8 . 0 , 8 mM CaClz, 50 mM DDT und 5 mM EDTA enthielt . 

Der Proteaseverdau des Fusionsproteins zeigte, daJ3 DCD-eGFP 
durch die Proteasen Trypsin und Chymotrypsin auf die Gr6J3e des 
GFP-Proteins abgedaut wird. Die Endoprotease ArgC, die an dem 
C-terminalen Ende von Argininresten schneidet, konnte das Fusi- 
onsprotein nicht abdauen, obwohl in dem reifen Protein (ohne 
Signalpeptid) voller Lange drei potentielle Schnittstellen vor- 
handen sind; siehe Fig. lb, wo in den Positionen 53, 59 und 62 
des reifen Proteins ein Arginin-Rest (R) zu erkennen ist. 

Aus diesen Ergebnissen ergibt sich, daB die Schnittstelle fiir 
ArgC in dem Fusionsprotein nicht vorhanden ist. Da ferner das 
Fusionsprotein durch das DCD Antiserum aus Beispiel 2 im We- 
stern Blot nicht erkannt werden kann, ergibt sich, daJ3 DCD pro- 
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teolytisch prozessiert wird, um ein verkiirztes Peptid zu erge- 
ben, dem wenigstens die ersten 47 Aminosaurereste des sekre- 
tierten, reifen Proteins fehlt. 

Mit anderen Worten, von dem DCD-Protein voller Lange wird im 
SchweiB ein Peptid erzeugt, das die letzten 48 C-terminalen 
Aminosaurereste (62-110) oder weniger enthalt. Diesem Peptid 
fehlt ein Teil der fiir die fur die Irnmunisierung verwendeten 
antigenen Determinante , es kann daher nicht durch das Antiserum 
aus Beispiel 2 detektiert werden. Obwohl ekkrine SchweiiSdriisen 
mit dem Antiserum angefarbt werden konnen, war ein stabiles 
DCD-Protein mit dem antigenen Bereich nur in einigen SchweiB- 
proben zu finden, Auch das DCD-eGFP Fusionsprotein konnte mit 
dem Antiserum im auf konzentrierten Uberstand nicht nachgewiesen 
werden . 

Beispiel 4: Antimikrobielle Tests 

Um die Eigenschaft von DCD bzw. der verkiirzten DCD-Peptide wei- 
ter aufzuklaren, wurde unter anderem die antimikrobielle Wir- 
kung des Fusionsproteins DCD-eGFP, eines synthetisch herge- 
stellten Peptides mit den 4 8 C-terminalen Aminosaureresten von 
DCD (SEQ ID Nr: 2) sowie eines aus einer HPLC-Fraktionierung 
von humanem SchweiB stammenden Peptides (SEQ ID Nr: 3) unter- 
sucht. Dieses letztere Peptid wies eine Masse von 4702 Dalton 
auf und entspricht bis auf das C-terminale Leucin der Sequenz 
SEQ ID Nr: 2, Dieses aus SchweiB isolierte Peptid ist im Se- 
quenzprotokoll unter SEQ ID Nr: 3 aufgefuhrt. 

Die antimikrobielle Wirkung der genannten Peptide wurde durch 
einen CFU-Test (Test auf koloniebildende Einheiten) durchge- 



fiihrt, wie er fur die Defensine beschrieben wurde von Valore et 
al,, "Human Beta-Def ensin-1 : An Antimicrobial Peptide of Uro- 
genital Tissues", J Clin Invest 101, 1633-1642 (1998). 

Der Test der neuen Peptide wurde mit Escherichia coli. Staphy- 
lococcus aureus, Enterococcus faecalis und Candida albicans 
durchgef iihrt . E. coli wurde in LB-Medium, E. faecalis und 
S. aureus in Columbia-Medium (Difko, BD Heidelberg) und C. Al- 
bicans in Caseinhydrolysat-Medium (Merck, Darmstadt) inkubiert. 
Die Mengen der Bakterien und Hefen wurden photometrisch be- 
stimmt. Die Bakterienstamme wurden bis zu einer optischen Dich- 
te von 0,7 - 0,4 bei 600 nm und die Hefe bis zu einer optischen 
Dichte von 0,4 - 0,6 bei 450 nm inkubiert. Durch Piatt ieren 
verschiedener Verdiinnungen wurde die Menge der Organismen wie 
folgt bestiirant: 

Eine OD von 1 bei 600 nm entspricht 8,2 x 10^/ml fiir E. coli, 
1,9 X 10^°/ml fiir S. aureus und 9,0 x lOVml fiir E. faecalis, 
und ein OD von 1 bei 459 nm entspricht 1,4 x 10^/ml fiir C, al- 
bicans . 

Die Zellen, wurden zweimal mit 10 mM Natriumphosphatpuf f er (pH 
7,4) gewaschen und auf 2-3 x 10^ Zellen/ml (E. coli, E. faeca- 
lis), 5,7 X 10^ Zellen/ml (S. aureus) oder 5 x 10^ Zellen/ml 
(C. albicans) in Phosphatpuf f er verdiinnt. 

Die Zellen wurden mit verschiedenen Mengen der Peptide in 200 
jjl Natriumphosphatpuf fer bei 37 °C fiir 3 h, 4 h oder iiber Nacht 
(21 - 24 h) inkubiert • Die Zellen wurden fiir die Bakterien 1:10 



bis 1:100 und fiir die Hefe 1:500 bis 1:5000 verdunnt und 50 jjI, 
100 ^1 und 200 ^1 auf entsprechende Agarplatten plattiert. Die 
Flatten wurden iiber Nacht bei 37 "^C inkubiert und die Anzahl 
der Kolonien gezahlt. Die antimikrobielle Wirkung der Peptide 
wurde als Prozentsatz der getoteten Zellen angegeben: [ 1- 
( Zelliiberleben nach Inkubation mit dem Peptid) / ( Zelluberleben 
nach Kontrollinkubation) ] x 100. 

Zusatzlich zu dem Fusionsprotein sowie den Peptiden SEQ ID Nr: 
2 und SEQ ID Nr : 3 wurde die antimikrobielle Wirkung von eGFP, 
Y-P3 0 ( YDPEAASAPGSGNPCHEASAAQKENAGEDP , dies entspricht dem in 
der Beschreibung erwahnten Y-P30, in Position 23 jedoch mit dem 
Aminosaureaustausch K statt C, um eine hundertprozentige Homo- 
logie zu dem Aminosaureabschnitt. 19-39 von DCD zu erhalten), 
sowie einem Kontrollpeptid DPI (DPYAEAASGPNPGSKSHESAQAENCGADPE) 
getestet . 

Wahrend fur eGFP, Y-P30 sowie DPI keine nennenswerte antimikro- 
bielle Wirkung festgestellt werden konnte, zeigten das Fusions- 
protein DCD-eGFP sowie die Peptide SEQ ID Nr: 2 und SEQ ID 
Nr: 3 eine mengenabhangige antimikrobielle Wirkung, wie sich 
aus den Fig. 2 bis 5 ergibt. 

Fig. 2 zeigt die antimikrobielle Wirkung des Fusionsproteins 
DCD-eGFP (aus auf konzentriertem Uberstand) bei einer Inkubati- 
onszeit von 4 h gegeniiber den vier genannten Pathogenen. Der 
linke Balken entspricht jeweils einer Peptidmenge von 0,1 
jjg/ml, der mittlere Balken einer Menge von 1 /ig/ml und der 
rechte Balken einer Menge von 10 ;jg/ml. 



Fig. 3 zeigt die antimikrobielle Wirkung des Peptides SEQ ID 
Nr: 2 bei einer Inkubation von 4 h gegeniiber den vier genannten 
Pathogenen, wobei die vier Balken von links nach rechts jeweils 
eine Menge von 1, 10 ^ 50 bzw* 100 /jg/ml entsprechen. 

Fig. 4 zeigt die zeitabhangige Wirkung des Peptides SEQ ID Nr: 
2 gegeniiber E. coli, wobei die fiinf Balken von links nach 
rechts jeweils eine Menge von 0,1/ 1, 10, 50 bzw. 100 fjg/ml 
entsprechen • 

In Fig. 5 ist schliei31ich vergleichbar zu Fig. 2 die antimikro- 
bielle Wirkung des Peptides SEQ ID Nr: 3 aus der HPLC-Fraktion 
bei einer Inkubation von 3 h bzw. 4 h gezeigt. Die beiden lin- 
ken Balken entsprechen jeweils einer Menge von 2,5 ^g/ml und 
die beiden rechten Balken einer Gruppe jeweils einer Menge von 
25 pg/ml an eingesetztem Peptid. Der erste und dritte Balken 
einer Gruppe entspricht jeweils einer Inkubationszeit von 3 h, 
der zweite und vierte Balken einer Gruppe jeweils einer Inkuba- 
tionszeit von 4 h. 

Aus den Abbildungen 2 bis 5 ergibt sich, daJ3 schon bei einge- 
setzten Peptidmengen, die der Menge an DCD im SchweiB ent- 
spricht (1-10 ^ig/ml), alle drei getesteten Peptide eine merkli- 
che antimikrobielle Wirkung entfalten. 

Aus dem Obigen ergibt sich, dafi DCD sowie Fragmente von DCD ei- 
ne antimikrobielle Wirkung gegeniiber verschiedenen Pathogenen, 
beispielsweise Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien so- 



22 



wie Hefen entfalten. Da DCD sowie die Fragmente von DCD in den 
SchweiB sezerniert werden und mit diesem auf die Hautoberf lache 
gelangen, sind die genannten Peptide zur kurativen Oder protek- 
tiven Behandlung der Haut besonders geeignet, da sie dort of- 
fenbar ihre naturliche Wirkungsstatte haben. 
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S EQUEN Z PROTOKOLL 
<110> Eberhard-Karls-Universitat Tu UniversitatsklinikiJiti 
<120> Antimikrobiell wirkendes Peptid 
<130> 5402P204 

<140> . • 

<141> 

<160> 3 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 110 
<212> PRT 

<213> Humanes DCD-Protein aus Schweift 

<400> 1 

Met Arg Phe Met Thr Leu Leu Phe Leu Thr Ala Leu Ala Gly Ala Leu 
15 10 15 

Val Cys Ala Tyr Asp Pro Glu Ala Ala Ser Ala Pro Gly Ser Gly Asn 
20 25 30 

Pro Cys His Glu Ala Ser Ala Ala Gin Lys Glu Asn Ala Gly Glu Asp 
35 40 45 

Pro Gly Leu Ala Arg Gin Ala Pro Lys Pro Arg Lys Gin Arg Ser Ser 
50 55 60 

Leu Leu Glu Lys Gly Leu Asp Gly Ala Lys Lys Ala Val Gly Gly Leu 
65 70 75 80 

Gly Lys Leu Gly Lys Asp Ala Val Glu Asp Leu Glu Ser Val Gly Lys 
85 90 95 

Gly Ala Val His Asp Val Lys Asp Val Leu Asp Ser Val Leu 
100 105 110 



<210> 2 
<211> 48 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 

Antimikrobiell wirkendes Fragment (Pos. 63-110) 
vom DCD-Protein SEQ ID Nr 1 

<400> 2 

Ser Ser Leu Leu Glu Lys Gly Leu Asp Gly Ala Lys Lys Ala Val Gly 
15 10 15 

Gly Leu Gly Lys Leu Gly Lys Asp Ala Val Glu Asp Leu Glu Ser Val 
20 25 30 

Gly LyS' Gly Ala Val His Asp Val Lys Asp Val Leu Asp Ser Val Leu 

35 . 40 ... 45 



<210> 3 

<211> 47 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

Antimikrobiell wirkendes Fragment (Pos. 63-109) 
vom DCD-Protein SEQ ID Nr 1 

<400> 3 

Ser Ser Leu Leu Glu Lys Gly Leu Asp Gly Ala Lys Lys Ala Val Gly 
1 5 10 15 

Gly Leu Gly Lys Leu Gly Lys Asp Ala Val Glu Asp Leu Glu Ser Val 
20 25 30 



Gly Lys Gly Ala Val His Asp Val Lys Asp Val Leu Asp Ser Val 
35 40 45 



Patent anspriiche 



1. Antimikrobiell wirkendes Peptid, dadurch gekennzeichnet , 
.daJ3 es das DCD-Protein SEQ ID Nr: 1 oder ein vorzugsweise 

aus dem C-terminalen Bereich stammendes Fragment von DCD 
umf aJ3t . 

2. Peptid nach Anspruch 1^ dadurch gekennzeichnet ^ daJ3 das 
Fragment hochstens 50 Aminosaurereste aus dem C-terminalen 
Bereich von DCD umfai3t- 

3. Peptid nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet , daJ3 
es die Aminosaurereste 63-110 von DCD umfaJ3t (SEQ ID 
Nr : 2 ) . 

4. Peptid nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet , daJ3 
es die Aminosaurereste 63-109 von DCD umf aJ3t . (SEQ ID 
Nr : 3 ) . 

5 . Peptid nach einem der Anspriiche 1 bis 4 , dadurch gekenn- 
zeichnet, daJ3 verglichen mit der entsprechenden Position 
in DCD zumindest ein Aminosaurereste gegen einen Amino- 
saurereste der gleichen Gruppe ausgetauscht ist. 

6. Antimikrobiell wirkendes Peptid, das eine zu dem Peptid 
nach einem der Anspriiche 1 bis 5 homologe Aminosaure- 
sequenz aufweist und eine vergleichbare antimikrobielle 
Wirkung zeigt. 
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7. Peptid nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/5 es zumindest eine posttranslationelle Modi- 
f izierung auf weist . 

8. Peptid nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet^ daJ3 es mit einem weiteren Peptid oder Protein zu 
einem Fusionsprotein verbunden ist. 

9. Peptid nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , daB das 
weitere Peptid oder Protein ausgewahlt ist aus der Gruppe: 
Signalpeptid, Reporterprotein^ Histidin-Tags , antigene De- 
terminanten, 

10 • Nukleinsauremolekul mit einem fiir ein Peptid nach einem 
der Anspriiche 1 bis 9 kodierenden Sequenzabschnitt . 

11. Expressionsvektor mit dem Nukleinsauremolekiil nach An- 
spruch 10 und ggf. Kontrollsequenzen^ insbesondere fiir Re- 
plikation, Transkription und/oder Translation. 

12. Wirtszelle^ die mit dem Expressionsvektor nach Anspruch 11 
transfiziert oder transf ormiert ist. 

13. Verwendung des Peptides nach einem der Anspriiche 1 bis 9 
als antimikrobielles Agens . 

14. Verwendung des Peptides nach einem der Anspriiche 1 bis 9 
zum Schutz Oder zur Behandlung insbesondere humaner Haut. 
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15. Pharmazeutische Zusammensetzung, die als wirksamen Be- 
standteil ein Peptid nach einem der Anspriiche 1 bis 9 in 
einer antimikrobiell wirksamen Menge enthalt. 

16. Kosmetische Zusaitunensetzung^ die als wirksamen Bestandteil 
ein Peptid nach einem der Anspriiche 1 bis 9 in einer anti- 
mikrobiell wirksamen Menge enthalt. 



ZusaitrnifaTTF^ SSunq 

Bin antimikrobiell wirkendes P^ptid umfaBt daa DCD-Protei„ Oder 
e.n vorzugsweise aus dem C-termi„alen Berelch sta^^ndes Frag- 

ment von DCD. 
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